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けい れ ん素因を もつ Elマ ウ ス に お ける脳内 y． ア ミ ノ 酪酸 くy－a minobutyric acid， G A B AJ およ び
ベ ン ゾ ジアゼ ピ ン くbe n z odia z epin e， B Z Pl 受容体の 結合能に つ い て， 年令， け い れ ん発作お よび抗 けい
れ ん剤投与に よる変化 を検討した ． 対照と して 同年令の d d Yマ ウ ス を使用 した． 凍結融解， 遠心 による 洗
浄をく り返 し得ら れ た脳膜分画 を各々 G A B A およ び B Z P結合能の 測定 に 用 い ， 放射性 リガ ン ドと して3H ．
GA B A，
3H－dia zepa m を使用 した ． 両受 容体の 結合能は生下時 に低 く以 後急速に増加し生後 6週令で 成熟
Elマ ウ ス の 備 に達 してい た． また 対照 で ある d d Yマ ウ ス と の間に は発達 に よ る差は認 めら れ なか っ た
． 放
り上 げ刺激誘発け い れ ん後15分お よ び 30分 で G A B A結合能 は低下 し， B Z P結合能は増加 を認め， 60分
後に は両結合能は共 に けい れん 前の 備 に 戻っ て い た ． また放 り上 げ刺激 に よ り けい れ んが誘発さ れ ない 6
週令に お い て刺激後 30分で G A B A結合能 の 低下お よ び B Z P結合能 の増加傾向を認 め た． 対照 で あ る
dd Yマ ウス で は放 り上 げ刺激に よ る変化 は認め られ ず， こ の 間結合能 の変化は Elマ ウ ス に特異的で あり，
刺激に よる変化は， けい れ ん準備状態で す で に み ら れ， けい れ ん発作 に よ り増強さ れ る と思われ た． こ れ
ら G ABA 結合能の 減少お よ び B Z P結合能の 増加 は けい れん 不応期と時間的 に 一 致 して お り， こ の 時点で
の 両受容体の 腹分画中の 内因性 GA B A濃度 の 増加が認め られ た ． フ エ ノ バ ル ビタ ー ルく20m glkgl， フ エ
ニ トイ ン く50m gノkgl， パ ル プ ロ ン 酸 く250m glkgl， ア ミ ノ オ キ シ ア セ ト酸 く25m gJkgl お よび ジ アゼ パ
ムく5 m glkgI 投与で は両結合能の 変化は み られ ず， パ ル プ ロ ン酸投与に よ る受容体膜分画中の G A B A濃
度に変化は認 め られ な か っ た
． 以 上 の 結果 よ り，く1沌1 マ ウ ス に お ける 両受容体の 結合能は発達過程お よ び
安静時に は対照と変 らな い ，く21放り上 げ刺激に よ る G A B A結合能の低下お よ び B Z P結合能の 増加が み ら
れ， けい れ ん に よ り増強さ れる ， く3に れ ら両結合能の 変化 は内因性 GAB A濃度の 増加に よる も の で あ り，
か つ けい れ ん不応期の発現機序 に 重 要な役割 をも つ ， と思 わ れ た．
Key w ords y－ a min obutyric a cidre ceptorbinding， be n z odiazepine rec eptor
binding， S eiz u re， Elm o u se
近年哺乳動物の 中枢神経系 に y－ア ミ ノ 酪 酸 くy－
amin obutyric a cid， G A B Al 受容体 り， 及 び ベ ン ゾジ
アゼピ ン Cbe n z odia z eqin e， B Z Pl 受容体2別 の 存在 が
証明されて 来て い る ．
G A B Aは抑制系神経伝達物質 と し て， G A BA 系
ニ ュ
ー ロ ンは抑制系の ニ ュ ー ロ ン と して広 く知ら れ て
いる ． 実験て ん か ん に お け る て ん か ん 焦 点部位 の
G A BA 濃度， G A B A 受容体及 び L－ グル タ ミ ン脱炭酸
酵素 几－gluta m ate de c a rbo xyla s e， G A Dl の 減少が
報告さ れ て い る41． B Z P受容体 に 関し ては， B Z P系薬
物の 薬理 作用 と B Z P結合能が相関す る事が 示 さ れ て
い る5I
．
けい れ ん室 橋状態 に お い て B Z P系薬物が著効
を呈 す る事 は周 知の 事実で ある．
こ の 様 に G A B A 受容体及 び B Z P受 容体 はけ い れ
Abbre viation s 二AO A A， a min o o xyac etic a cid三 B Z P， be n zodia z epin ei D Z P， diaz epa 町
GA B A
， y－ a minobutyric a cidニ G A D， Lglut am ate decarbo xylas eニ P B， phe n obarbitalニ P H T，
Phenytoinニ V P A， V alproic a cid．
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ん と深い 関係に ある と．考 えら れ る． 今回遺伝性 けい れ
ん素因を有す る Elマ ウ ス に つ い て ， 11年令 に よる受
容体結合能の 変化， 2つ け い れ ん発作後の 受容体結合
能の 変化， 3う 抗 け い れ ん剤投与に よ る受容体結合能




1954年に 国立 予 防衛生研究所の今泉 に よ っ て 発見
され 1964年 に 国際登録さ れ た Elマ ウス を使用 した．
Elマ ウ ス は生後 4遇令よ り 過 に 1 回 の 割合 で 平 衡感
覚 を狂わせ る様 な放り上 げ刺激を加 える事 で生 後8 遇
令頃 よ り約 30秒間続 く全身性 の 強直性間代性 け い れ
ん をお こ す事で知 られ て い る ． 今 回 の実験 に 使用 した
Elマ ウ ス は 1981年 に 譲 り受 け た も の で 1 00ノ ー 110世
代の も の で ある ． 対照 と して Elマ ウ ス の 母 系で あ る
dd Yマ ウ ス を使用 した．
1 ． 年令に よ る受 容体結合能の 推移
反応系の 蛋白濃度が 一 定と な る様に ， 生後 1 日令 5
匹 ， 1週令 3匹， 2適令 2 匹分の 脳 を 1 つ に まと め各々
1 検体 と して， ま た 4， 6， 8， 10， 12週令以 上 で は
各 1 匹 を使用 し， 各週 令共 に 6検体で検討 した． 対照
と して d d Yマ ウス 生後 2週令 2 匹， 4， 6， 8， 12過
令各 1 匹 の各々 6検体 で 受容体結合能 を測定 した．
2 ． け い れ ん発作 に よ る受容体結合能の 変化
生後 16週令前後の Elマ ウ ス に放 り上 げ刺激誘発け
い れ ん をお こ さ せ， 放り上 げ刺激前， 刺激後 け い れ ん
中， けい れ ん後 15分， 30分， 60分， 120分の 各々 6匹
に つ い て受容体結合能の 変化 を経時的に 検討 した．
3 ． 放り上 げ刺激 に よ る変化
放り上 げ刺激を 40 回行な っ て も け い れ ん が 誘発さ
れ な い 年令 で あ る 6週令 の 刺激前， 刺激後 15分， 30
分， 60分の 各々 6 匹に つ い て 受 容体結合能の 変化を検
討 し た． ま た 対照 と して 同年令 の dd Yマ ウ ス お よ び
ddYマ ウ ス に放 り上 げ刺激 を 40 回施行 した 群各 4 匹
に つ い て 結合能の 変化 を検討 した．
4 ． 薬物 に よ る処置
16遇令 の マ ウ ス に 対 し， 生 理食塩水 に て 0．3％の フ
エ ノ バ ル ビタ ー ルくP別 ， 0．5％の フ エ ニ トイ ン げH T
う， 2．5％の パ ル プ ロ ン酸くV P Al， 0．25％の ア ミ ノ オキ
シ アセ ト酸 くA O A A I， 0．05％の ジ アゼ パ ム のZ Plの
各溶液 を作製 し PB く20m glkgl ，P H Tく50mglkgl ，
V P Aく250mglkgl ， A O A Aく2 5m glkgl ， D Z Pく5
m gJkgl とな る様に 各々 0．3 － 0．4 ml を腹腔内に 投与
した． 投与後 60分に 放り 上 げ刺激 を行 な い けい れ んの
抑制 を確認後直ち に 断頭 した． 対照と して は生 理食塩
水 を同量腹腔内投与 した も の を用 い た ．
H ． 膜分 画 の 調 整
マ ウ ス を断頭に て殺 し液体窒素中に 頭部を凍結し，
その 後速や か に小脳お よ び脳 幹部を除 い た 大脳部を取
り出 し－800Cに 凍結 した． こ の 大脳 に 20倍苓の0．32
M シ ュ ク ロ ー ス を加 え， Potte r－EIv ehje m の テ フ ロン
ホ モ ジナイ ザ ー で 8往筏ホ モ ジ ネ ー トし， 1，000xg，
10分 間遠心 し こ の 上 清 を 2 つ に 分 け て各 々G A BA結
合膜分画， B Z P結合膜分画 の 調整に 使用 した．
1 ． G A B A結合膜分画の 調 整
Gr ee nle eら6Iの 方 法 を 若 干 改変 し図 1 の ごとく
G ABA 結合膜分画 を得た．
ま ず上 記の ホ モ ジ ネ ー ト上 清 を18，tIOOx g， 20分間
遠心 し， その 沈直に 脱イ オ ン 水20倍容 を加え超音波ホ
モ ジネ ー 卜 し8，000x g， 20分間遠心 に て上 清および
buffy c o at を 得 た． こ の 上 清 お よ び buffy c o atを
25
，
000Xg， 25 分間遠 心 し， そ の 沈湾 に 20倍容の 50
m M TrisMCitrate bufferくpH， 7．11 を加え再度遠心
し沈瘡 を－200Cに 凍結 し た． 12へ ■18時 間後 に 融解し
25，000X g， 25 分間遠心 の 沈漬 を再 び － 20
0
Cに凍結保
存 した ． 約 10 日後 これ を25，000x g， 25 分間の 遠心操
作 を 2 固 く り返 し， 蛋白濃度が 0，5－0．6111gノml とな
る様 に 上 記綬衡液 に 解濁 し G A B A結合膜分画として
使用 した ．
2 ． B Z P結合膜分画の 調整
M 8hle rら2Iの 方法を若干改変 し B Z P結合膜 分画
調整 し た． ホ モ ジ ネ ー トの 上 浦を 18，000x g， 20 分間
遠心 後， そ の 沈溶 に 50m M Tris－HClbuffer くpH，7．
4う を 20倍容加 え25．000x g， 25 分間の 遠心 を2回く
り返 し蛋白濃度が 0．6山0．8 m gノml と なる様に 上記緩
衡液に 鰊濁 し B Z P結合膜分画と した ．
1工l． 受容体 結合 能の 測定
1 ． G A B A結合能の 測定
50m M Tris－Citr atebuffe rくpH， 7．1川 ．435ml， 脱
イ オ ン水 50pl， 3H－G A B A くNe wEngland Nucle ar，
比 活性 30．8Cillm m oり を最終濃度 5 山Mに なる様に希
釈 し て 15ノJl， こ れ に 膜分画0．5nl を加 え計1nl と
し， 45分間氷水 中 で 反 応 さ せ た． 反 応 後速や か に
W hatm a n G FノC ガラ ス フ ィ ル タ ー くポア サイズ1－2
ぃ で 吸 引漏過 し， フ ィ ル タ ー を脱イ オ ン水 5 血 で3
回 洗浄後， シ ン チ レ 一 夕 一 汗 ル エ ン王L， P OP O P 5tl
m g， D P O4g15 ml を加 え液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ンカ ウ ン
タ ー で 測定 しこ れ を総結合量 と し た 卜 上記脱イオン水
の 代わ りに G AB Aく最終濃度 1 m M 150plを加えたも
の を非特異的結合と し， 総結合量よ り これ を差引いた
値 を特異的結合 と した ．
2 ． B ZP 結合能 の 測定
50m M Tris－ H Cl buffe rくpH， 7．41 0．44ml，
3H■
G A B A， ベ ン ゾ ジアゼ ピン腐 合能 の 痙攣に よ る変化
diaz epa m くNew Engla nd Nu cle ar，比 活性 76．7 Cil
m moり 10〆1く最終濃度 0．5n 抑 お よ び蒸留水 50声1
に膜分画0．5 ml を加え 計1 ml と し， 氷水中で 60 分間
反応させ ， 反応後速 や か に Whatm a n G FJIC ガ ラス
フィ ル タ
ー で 吸引漏過 し， そ の フ ィ ル タ ー を綬衡液 5
血 で3 回洗浄後同様 に 測定し総結合量と した． 非特異
的結合の 測定に は 蒸留水 の 代 り に ジ ア ゼ パ ム 50月1
く最終濃度 3ノノMl を加 え た．
総括合 お よ び 非特 異的結合 の 測定 は同 一 検 体 で
3旬 4回行な っ た．
1V． 受容体 膜分 画 中の G A BA 濃度の 測 定
16週令Elマ ウス の 安静吼 パ ル プ ロ ン 酸 250m gノ
kg腹腔内投与後60分お よ び放 り上 げ刺激誘発 けい れ
ん後20分の 各々 か ら調 整 した G A B Aお よ び B Z P受
容体膜分画に 含 まれ る G A B A濃度 を Graha m ら71の
酵素的微量測定法で測定し た．
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V ． 蛋 白 濃度測定は Lo w．ry法 別に よ っ た ．
Vl． 有意差検定に は stude nt，白 t－teSt を用 い た
．
成 績
1 ． 年令よ る受容体結合能の推移
G A B A お よ びB Z P受容体の 特異的結合能を組織重
量当 り に 換算 し 12へ 16遇令 マ ウ ス を100％と して 表
わ し た
．
Elマ ウス の GA BA 受容体結合能は図2 の ご と く生
後1 日令で約 30％， 1過令で約 65％， 2過令で 80％ と
急速 に 増加 し 4過令で ほ ぼ 12週令以 上 と同程度 と な
り， 8週令で は 140％と成熟 Elマ ウス よ り高くな っ て
い た ． d d Yマ ウ ス でも 2過令約75％， 4週令約 105％，
8過令 150％と 同様の 増加傾向が得ら れた
．
Elマ ウ ス
の B Z P受容体結合能 は図3 の様 に 生後 1 日令 で 約
25％， 2週令約5 5％， 4遇令 85％， 6週令 で ほぼ成熟
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マ ウ ス と 同程度と な っ て い た ． d dYマ ウ ス で は 2過令
約 55％， 4過令 90％， 6週令 92％で あ っ た ．
G A B A， B ZP 両受 容体の 結合能 と も Elマ ウ ス の け
い れ ん発現期 で あ る 6 へ 10過 令の 期 間 で 対照 で あ
る d dYマ ウス と変る所 はな か っ た ．
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－ 16
po 5 t n a t れ1 叫博 く w 出 b り
Fig．2． Postn atal cha nges of
3H． G A B A bindng．
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Fig． 3． Po stn atalcha nge s of
3H －diazepa m binding－
Spe cific
3H ．dia zepa m bindings w er e m e a s u red in
the fo rebr ain of Elm o u s eく0 － 01 a nd dd Y
m o u s eく書－u 書I． Spe cific binding w a s c alc ulated
in the s am e m a n n er a sFig．2． Valu e s represe nt
m e an士SDくn ニ 6 － 81．
遺
2 ． け い れ んに よ る受 容体結合能の 経時的変化
El マ ウ ス に 放り 上 げ 刺激 に よ る け い れ ん を起こさ
せ G A B A， B Z P両結合能 の 経時的変化 を調 べ た．
G A B A 受容 体結 合 能 は 図 4 の様 に け い れ ん前
101．8士9．1 くfm ol m g proteinl， け い れ ん中 102．6士
19．5 に 対 し け い れ ん 後 15分， 30分 で は 各々 札 6士
17．1くpく0．0い ， 65．0士8■3くpく0－00い で けい れん前
に 比 し有意 に 低下 し て い た． け い れ ん 後60 分では
102．0士21．6 と け い れ ん前の 値 に 戻 っ て い た ．
B Z P受容体結合能 は図 5の 様 に けい れ ん 前55．0士
1．6 くfm ollmg proteinj に 対 しけ い れ ん後 15軋 30
分 で は 各々 62．6士2．6くpく0．00い ， 61 ．5 士4．2 くpく
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r十 十 1－ 十 1
l ト 1ー
一
－ 5 0 15 30 6 0 1 2 0
出 れ e af モモr tbr o vln 9 － 1 n d uc d ． e l芝 u r eく m ln I
Fig．5． Te mpo r alchangesin
3H －dia z epam binding
in Elmice s ubjectedto thr o wing．induc edseiz ure．
Valu e s r epresent m e a n士S Dくn ニ 6lofspecific
3H．
diazepa m binding くlm01ノm g proteinl at a CO
n－
c e ntr atio n of O．5 nM ． ホpく0．01，
ホ ホ
pく0．OOI
co mpa r edto the v alu ebefor e a seiz ure．
G A B A， ベ ン ゾジ アゼ ピ ン 結合能の 痙攣 に よ る変化
4．7 と けい れん 前の 値 に 戻 っ て い た ．
3 ． 放り上 げ刺激に よ る受容体結合能の 経時 的変化
放り上 げ刺激に も け い れ ん を起 こ さ な い 6週令の 時
期に放り上 げ刺激 を行 なし一 ， G A B A， B ZP 受容体の 結
合能の 経時的変化 を調 べ た ．
G A BA 受 容体結合能 は図 6 の 様 に 刺 激前 103士
10．2Cfm ollm g pr oteinlに 対 し刺激後 30分で 71．2士
21．4くpく0■01は 有意な低下 を示 した． 15分， 60分 後
では差はなか っ た ．
B ZP 受容体結合能 は 図 7 の 様 に 刺 激 前58．2士
6．3くfm ol mg proteinl に 対 し30分後 63．8士8．1 と
増加傾向がみ られ たが 有意差 は認めな か っ た ．
4 ． Elマ ウ ス ， ddY マ ウ ス お よ び放り 上 げ刺激後の
ddYマ ウ ス の結合能の 比 較
G A B A， B Z P両受 容体 の 結合能 を蛋 白量当りお よ び
組織重量当り で 示 した の が表1 で ある． 両結合能は い
ずれも Elマ ウス とd d Yマ ウス ， d d Yマ ウ ス と放 り上
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Fig－6． Te mpo ralcha ngesin
3H －G A B Abindingl n
6－W eek－01d El mic e subjectedto throwing stim u －
1atio nく40 tim e sI． Valu es repr es ent m e a n士S D
くn ニ 6l of specific
3H －G A B A bind ng tfm olノmg
pr oteinl at 5 nM ． ＋pく0．01 c o mpa r ed to the
V alu ebefor ethe stim ulatio n．
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なか っ た ．
5 ． 薬物 に よ る受 容体結合能の 変化
Elマ ウ ス に P B， P H T， V P A， A O A A， D Z Pお よ び
対照 と し て 生 食 を腹腔内に 投与 し， 投与後 60 分の
G A B A， B Z P両受 容体の 結合能 を対照 を100％ で 示 し
た の が 図8 で あ る． G A B A， B Z P両結合能は上 記薬剤
全てで有意 な変化 は認め られ な か っ た ．
6 ． 受 容体膜分画中の G A B A濃度
表2の 様に G A B A受 容体膜分画 に お い て は， Elマ
ウ ス安静時82．0士12．7くn m ol m g proteinl に 対 し け
い れ ん後 20 分で は 140．8士36．7くpく0．0引 と有意 に 増
加 して い た， パ ル プ ロ ン 酸投与 で は差は み られ な か っ
た ．
B Z P 受容体膿 分 画 で は Elマ ウ ス 安 静時38．2士
6．2 くn mol m g pr oteinl に 対 しけ い れ ん後 20 分で は
53．6士4 ．4 くpく0．0い と有意 な増加 をみ たが バ ル ブ ロ
ン 酸投与で は差 はな か っ た
．
7 ． G A B A
，
B ZP両受 容体 の 結合能 に対す る外困性
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Fig．7． Te mpo r alcha nge sin
3H－dia zepa mbinding
in 6－ W e ek－01d El mice subje cted to thr o w lng
Stim ulatio n． Value s repr es e nt m e a n士S Dくn ニ 6l
Of spe cific
3H －dia zepa m binding くfm ollm g
pr otei再 atO．5 nM ．
Table l■ Specific bindings of 3H －GA BA a nd
3
H－dia z epa m in El mic e， dd Y mic e and 40
tim e sthr owing－Stim ulated dd Ymic e．
Str ainくnI
Spe cific binding
G A B A binding be n z odia z epin ebinding
tfm ollm g proteinl くpm ollg tiss u el げm ollm g pr oteinJ くpm ollg tiss u eJ
El く41 86．4土13．0 1 ．32 士0．2 1
dd Y く41 94 ．6士18．0 1 ．42士0．26
ddY st．く4J 90．7士16．2 1 ．37士0．24




54 ．6土 6．8 1．92土0．24
Valu es repr e se nt m ea n士 S Dくn 二 41．
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Elマ ウ ス で は け い れ ん に よ り G A B A結合能 の 減
少， BZP 結合能 の増加が み られ， ま た けい れ ん後 の 受
容体膜分画中の GA B A濃度の増加 が認 め ら れ た． こ
の 成績 よ り けい れ ん後 の両受容体 の 結合能の変化 は内
因性 G A B Aの 増加に 起因す る と 考 えら れ た ． そ こ で
安静時の El マ ウ ス よ り調整 し た両受容体の結合能測
定 系 に 最 終 濃度 0．01ノ上M － 10．0月M と なる 様 に
G A B A溶液 を 0．1ml加 え 各々 の 綬 衡液 の 量 を 0．1
ml減 じ前記 の方法で測定 し GA B A を加 え な い 場合
と 比 較 し た． 表 3 の 様 に G A B A 受容体結合 能 は
G A B A漉 度 0．01JLM で 20％， 0－1FEM で 40％， 0－5
声M で 70％， 10〆M で 95％の 減少 をみ た．
B Z P受容体結合能 は G A B A濃度 0．01FLM で 5％，
0 ，1ノノM で 15％， 0．5ノ上M で 30％， 10ノJM で 80％の 増
加 を認め た ．
考 察
y－ ア ミ ノ酪酸引お よ び そ の合成律速酵素で ある し グ
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Fig． 8． Effe cts of a cute administr atio n of anti．
epileptic dr ugs o n specific
3H －G A B Aく抱 囲1a nd3
廿dia z epa mくEニコIbindings in Elmic e at co n，
C e ntratio n s of 5nM a nd O－5 nM ． re spe ctiv ely．
Valu e s are e xpre ss ed as m e a n士S Dくn ニ 61in per
C ent Ofthe c o ntroIv alu e． An alysisbyStudent
，
s
t－teSt Sho w ed n o signific a nt differ en c eb twe en
tre ated mic e a nd c o ntr ol．
Table 2． GA B Aconc entr atio n sin G A B Aa nd B Z Pr e c epto r
m e mbra n e s．
Tre atm e ntく再
G A B Ac o n c entr atio nくn m ollm g pr oteinJ
G A B Am e mbr a n e B Z Pm e mbr a n e
c oTltr Ol く41 82．0 士12．7 3 8．2士 6．2




V P A inj． く41 87．0土13．2 40．2士 1．1
G A B Ac o n c e ntr atio n s w e r e m e a s u r ed
a nd afte r a s eiz u r e， a nd 60min afte r
V P Aく250mglkgl． Valu es repr e se nt




at 20 min befo r eくc o ntr oり
intrape rito n e al inje ctio n of
m e an士SD くn ニ 4I． SignifiT
are m a rked by aste risks
Table 3． Effects of e x oge n c．u sG A B Aon r e c epto rbindings of
G AB Aand B Z P．
G A B Ac o n c． spe cific bindings
くFLMJ くn1 3 H－G A B Aく％l 3 H－dia zepa m く％1














Gr aded do se of G A B Atfr o mO．01 to lO．OjLMI w e r e added to
G A B Aa nd B Z Pr e c eptor binding a s say syste m s． Value s a re
e xpre s s ed a s m e a n士SD くn ニ 4Iin pe r c e nt of c o ntr ol．
G A B A， ベ ン ゾ ジア ゼ ビ ン結合能の 痙攣に よる 変化
在し， ニ の 神経を刺激す る事に よ り カ ル シ ウム イ オ ン
依存性に G AB A が放出され
1 1J
， 放出され た G A B Aの
不活性化機構 と し て Na
十依存性の 高親和性 の 取 り込
み機構の 存在が示 さ れ て い る
1 2，
．
また イ オ ン 電気泳 動
的に G AB A を加 え る事 に よ り シ ナ プ ス 後膜 の 過分 極
がお こ り
13，
， さ ら に G A B A結抗英 で あ る ビ ク ク リ ン
によ っ て こ の 過分極が阻害さ れ る こ と 川 が知 られ て い
る． これ らの 事 か ら G A B A は抑制系神経伝達物質 で
あると考えられ て い る ．
近年Zukin ら1 Iはラ ッ ト脳 シ ナ プ ス膜 に Na＋非依存
性の 高親和性の
3H －G A B A結合部位 を報告し た． その
後この 脳シ ナ プス 膜を Trito nX－100処理1 5，， 又 は凍結
融解洗浄操作引 をく り返 す 事に よ り こ の 3H－ G AB A結
合部位が高親和性くK Dニ 2 0nM l 及 び低親和性くK Dニ
250nM ユの 2種よ り成 る事が示 さ れ た． 高親和性結合
部位の 脳内分布は， 小 脳 ， 大脳皮質， 中脳， 海馬， 線
状体， 延髄， 視床下部 の 順 に 多い 事 が 認 め ら れ て い
る1 6J． この 分布は G A B A濃度の 脳内分布17Jと は必 らず
しも一一 致し て い ない ． 又 オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー 1別 に
より GA B A結合部位の 分布が検討 さj，L 従来の G A D
を用 い た組織学的免疫法1射， 生 理 学 的 方 法 に よ る
G A B Aニ ュ ー ロ ン の 分 布と お よそ の 一 致 をみ るが ， 完
全には 一 致 して い な い ． こ の 様 に不 確実な点も存在す
る が 現在 こ の Na＋ 非 依 存性 の 結 合部位 は G A B A
ニ ュ
ー ロ ンの 受容体 と考え られ て い る ．
脳シナ プ ス 膿の 抽出方法 に よ り G A fヨAの 解離定数
及び最大結合部位数が変化する 事が 知 ら れ て お り， こ
れは内因性の G A B A受 容体結合阻 害物質に よ る も の
と思われる． この 内因性 の 阻 害物質と し て リ ン 脂質2 0，，
熱に 安定な 分子 量 15，000の 酸性蛋 白質 くG A B Aモ
ジュ リ ンJ2 り， 分 子量 5 00 以下の 物質くG A B A受 容体結
合阻害因 刊 2 2J， お よ び シ ナ プ ス膜 に 存在 す る G A B A
自体23Iが知 られ て い る
．
マ イ ナ ー トラ ン キ ラ イ ザ ー で ある ベ ン ゾジ ア ゼ ピ ン
系化合物に 対する特異 的結合部位の 存在が近 年 報告さ
れてい る2 削
．
ニ の 結合部位は高槻和性 で あ り ， 種々 の B Z P系薬
物によ り拙抗的に 結合阻害 を受 け， そ の 結 合阻害作用
と生体に お ける 薬理 作用 の 強さ の 間 に 相関関係が認め
られてい る5I． こ の 脳内分 布は大 脳皮質， 小 脳 ， 扁柑 乳
海馬， 視床下部の 順に 多く 認め ら れ．て い る5 I． しか し現
在の と ころ この B ZP 受容体結合部位 に 対 す る 内因性
リガン ドに 関し て G A B Aモ ジ ュ リ ン2 4，， P， カ ル ポ リ
ン 狛等の 可 能性が示 さ れ て い る が 未 だ 明 ら か で は な
BZP 受容体結合能 は GA B A 及 びム チモ ー ル に よ り
増強さ れ， こ の 増加は G A B Aア ン タ ゴ ニ ス ト で ある
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ビ ク ク リ ン に よっ て 拙抗さ れる こ と2 61， Clイ オ ン に よ
り B Z P結合部位 の 親 和 性 が 増加 し， こ の 効 果 は
GA B Aに よ る B Z P結合能の 増強作用 と相加的に あ ら
われ る事2 7，， ま た G A BA 結合部位と B Z P結合部位が
同時 に 可溶化 さ れ る こ と28，等 よ り G A B A 受容 凧
B Z P受 容体お よ び Clイ オ ノ フ ォ アが複合体 を形成 し
て お り， さ らに 最近 フ エ ニ トイ ン 細十 パ ル ピ ッ ー ル 3 0Iも
こ の 受 容体複合体 に 関係 する事が 知られ て きて い る．
今回 こ の G A B A， B Z P両受 容体結合能 と け い れ ん
発作 との 関係 に つ い て検討した．
G A B A系 ニ ュ ー ロ ン の 年 令 に よ る発達 に 関 し て
Coyle ら
3 りは ラ ッ ト に お い て 大脳 の G A B A濃度 は生
下時 に す で に 成熟ラ ッ トの 約 50％で あ り， 生後4遇令
で 成熟 レ ベ ル に 達 し， ま た G A B Aシ ナ プス に 特異的
な G A D 及 び G A B A 受容体結合能 は組織重 量 当 り で
示 す と生 下 時約 25％で 4 週令で 成熟ラ ッ トの レ ベ ル
に達す る事 を示 して い る
．
Elマ ウ ス の G A B A結合能
の 年令に よる発達 は組織重量当りで は生 後1日 令で 約
30％， 4週令で 成熟 レ ベ ル に 達し 8 へ 10週令 で成熟 レ
ベ ル よ り高 い 値 を 示 した． しか し これ は Elマ ウス の母
系で ある dd Yマ ウ ス で も 同様 の 発達経過 を とり Elマ
ウ ス に特異 的と は 考えら れ なか っ た
．
B Z P結合能の 年令 に よ る 発達 に 関し て Br a e str up
ら32Iはラ ッ トで 生下時 25％， 4 へ 6週令で 成熟 レ ベ ル
に 達す る事 を示 してい る． Elマ ウ ス で も 生後 1 日令約
25％， 4 週令85％， 6週令で ほ ぼ成熟レ ベ ル に達 して
お り過去の 報告と同様の 結果 で あ っ た ． ま た Elマ ウ ス
と dd l
，
マ ウ ス を同年令く12〆 し16週令ン で比 按 して も蛋
白濃度， 組 織 重 量 当 り で は 全 く 差 が 認 め ら れ ず，
G A B A， B Z P両 受 容体 の 結合能 は共に Elマ ウ ス の け
い れ ん発 現 期 で あ る 6 へ 10過令の 間 で も差 は 認め ら
れな か っ た ．
Pa ul ら3封 は電 気刺激誘発 け い れ ん に お け る B Z Pの
総結合部位数の 経時的増加 を示 し， B Z P系薬剤が け い
れん墓 標状態に 対 し著効 を呈 する の は こ の 為で は な い
か と述 べ て い る
．
Bo wdlerら3 4Jは こ れ を追試 し B Z P結合能の 増加 を
否 定 して い る， ま た M im al仁iら351は SノD ラ ッ ト に お
ける電気刺激 お よ び ペ ン チ レ ン テ ト ラ ゾ ー ル 誘発 け い
れ ん で 共に B Z P結合能の 増加 を示 し， 聴性 誘発 け い
れ ん ラ ッ ト で は 安静時に す で に B Z P結合能 は増加 し
て お り け い れん 後の 変化は認 められ なか っ た と報告 し
て い る
．
G A B A結合能 に 関 し て は Ho rto nら3 郎は聴性誘発
け い れ ん マ ウ ス に お い て 結合部位数の 減少お よび解離
定数の 低下 を示 して い る．
Elマ ウ ス で は B Z P結合能 は け い れ ん 後15分， 30
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分で 有意 に 増加 し， 60分以 後 で は け い れ ん 前の 値 に
戻 っ て い た ． また けい れ ん準備状態と考え られ る 6 週
令 Elマ ウ ス に 放 り上 げ刺激 を加 え る と B Z P結合能
は 30分後 に 増加の 傾向が認 め られ た．
G A B A結合能 はけ い れ ん後 15分， 30分 で有意に 減
少し， 60分で けい れ ん前の 備 に 戻 っ て い た ． また 6週
令 で は刺激後 30分で有意 な低下 をみ た． 対照 で あ る
dd Yマ ウ ス に 放 り 上 げ刺激 を加 え た と こ ろ G A B A，
B Z P両結合能 に は全く 変化 み と め られ な か っ た ． こ れ
らの 事よ り両受容体 の結合能 の変化 は Elマ ウス に 特
異的で あ り， け い れ ん準備状態 で す で に 認め ら れ， け
い れ ん発作 に よ っ て増 強さ れ る と 考 え ら れ た． こ の
BZ P結合能の 増加と G A B A結合能 の 減少は時間的 に
一 致 して お り， ま た Elマ ウ ス の 放り 上 げ刺激誘発 けい
れ んの不応期の時間的経過 細 と も良く 一 致 して い る ．
この 事よ り両受容体結合能 の 増減は けい れ ん不応期 と
何 ら か の 関係が ある と考 えられ た．
G A B A 受容体結合 を阻害す る 内因性物質 と し て リ
ン脂質， G A B Aモ ジ ュ リ ン ， G A B A 受容体阻害因子 お
よ び G A B A その も の もの が 知 られ てい る． ま た B Z P
受 容体 結 合 を 増 強 す る 内 因性 物 質 と し て は
GA BA細 ， Clイ オ ン391等が 報告さ れ てお り， 凍結融解，
頻 回洗浄 を した B Z P受容体膜 に お い て 濃度依存的に
B Z P結合を増強す る
，
事が知 ら れ て い る ．
こ れ ら の 事よ り GABA， B Z P両結合能 に 同時に 影
響 す る内因性物質 と し て G A B A が最 も考 え ら れる ．
実際 に Elマ ウ ス の けい れ ん後 20分 に お け る G A B A
お よ び B ZP 受容体膜分画 に 含 ま れ る GA B A濃度 は
け い れ ん 前に 比 し有意に 増加 して い た． Bo wdlerら3 41
は ラ ッ ト電気刺激誘発 けい れ ん後 に 海馬， 大脳皮質，
視 床下郡等 に お ける G A B A濃度の 増加 を示 し， その
時間的推移 が けい れ ん後の 開催の 上 昇時期 と相関す る
事 を示 して い る． ま た Nuttら4 01は け い れ ん後 の 開催
の上昇に 閲 し GA B A系 ニ ュ ー ロ ン の 関与 を 示 し て い
る ． 今 回反 応系 に G A B Aを外因性 に 加 えた と こ ろ，
G A B A濃度と して 0．1JjM 程度 で G A B A結合能 を約
50％阻害 し， B Z P績合能を 15％増強 して い た ．
以 上 の事 よ り けい れ ん後 の G A B A結合能の 減少お
よ び B Z P結合能 の 増加 は内因性 G A B A濃度の 増加
に よる と 考 えら れ， こ の 内因性 GA B A濃度の 増加が
けい れ ん不応期の原因で は ない か と考 え られ た．
各種抗 けい れ ん剤投与 に よ る B Z P結合能の 変化 は
種 々報告され て い る ． Mim akiら3 51はSID ラ ッ トに お
い て パ ル プ ロ ン 酸投与に よ り 用量依存性 の B Z P結合
能の 増加 を認め て い る． また Gallagerら 相 は dA BA
ア ゴ ニ ス ト で あ る ム シ モ ー ル ， － くp．chlo r ophe nylフ
G A B A や A O A A投与 に よ り B Z P結合能が増加 す る
事 を報告 して い る．
今 回 Elマ ウス に 対 し フ ユ ノ パ ル ビ タ ー ル ， フ ユ ニ ト
イ ン ， パ ル プ ロ ン 酸， A O A A， ジ アゼ パ ム を投与した
が G A B A
，
B Z P両結合肯封こ は共 に 変化 は認められな
か っ た
． 膜標晶の 上 滞 に 含ま れ る P B， PH T， VP A の
濃度 を酵素免疫法4 2Iで測定 した が い ずれ も感度以下で
あ り ， こ れ ら抗 けい れ ん剤 は膜分画抽出過程でほとん
ど除去 さ れ て お り ， こ れ ら薬剤の 結合能に 及 ぼす影響
は ほ と ん ど な しユ と 考 え ら れ た． ま た V PA は脳内
G A B A濃度を増加さ せ る事が 知ら れ て い る43l
． しかし
今回 V P Aく250m glkgl 腹腔内投与後60分では両受容
体膜分画 に 含 まれ る G A B A濃度 は対照と差が みられ
な か っ た ． お そ ら く 膜分画 の抽出過程 で増加した
G A lヨAの 大部分が除去さ れ， こ の た め両結合能の変化
が認 め られ な か っ たと 考え られ る ． この ことよりけいれ
ん後 の G A B A濃度 の増加 は受容体 と の 結合を含む細
胞膜 と固く結合 した 型 で お こ る の に 対 し， V P A投与
後 の G A B A濃度の 増加 は遊離 した 型 を主 とし， 膜と
結合 して い ると して も抽出過程 で 遊離 し除去されると
思わ れ た．
臨床 的に け い れ ん発作は機能的， ま た は器質的障害
に よ っ て お こ り， ま た抗 けい れ ん剤の 効果 も発作型ま
た は て ん か ん の型に よ り様々 で あ り， 多因子性の病態
で あ る と考 え られ る． 今 回使用 した Elマ ウ スの けい れ
ん発作は遺伝性に 規定 され か な り画 一 的な経過をとる
もの で あるが ， そ れ で も多く の脳内物質の 異常が報告
され てい る
． 例 え ば アセ チ ル コ リ ン 系瑚 ， カ テコ ー ルア
ミ ン 系 欄 ， セ ロ ト ニ ン 系彗 ア ミ ノ 酸系4 7I等の異常が知
られ て い る． また 自然発生 した て ん か ん 性ヒ ヒにおい
て B Z P結合能 の 温度 に 対す る不安定性が報告されて
お り4 81， 今後 G A B A系 ニ ュ ー ロ ン の 脳内各部位にお
け る受容体の性状お よび そ の 変化， な らび に各種神経
伝達物質と の 相互 関係 に つ い ての 検討 が必要と思われ
た．
結 論
Elマ ウ ス 脳内 G A B A及 び B Z P結合部位 とけい れ
ん と の 関係 に つ い て 検討 し次の 結論 を得た．
1 ． Elマ ウス の 年 令 に よ る G A B A， B ZP両結合能
の 発達変化 は対照 で あ るd d Yマ ウ ス と同様で あり， そ
の けい れ ん発 現 時期に お い て も差 はな か っ た ．
2 ． Elマ ウ ス で は けい れ ん後 15分， 30分で BZP．
GA B A結合能 は各々 増減 し 60分後 に 共 に 回復をみ
た． こ の 変化 は けい れ ん準備段階 で す で に み られ， け
い れ ん に よ っ て 増強さ れ ると 思われ た ． また この変化
は 内因性 G A B A濃度 の 増加 に 起因 し， け い れん不応
期 との 関係が示 唆さ れ た．
G A B A， ベ ン ゾジ アゼ ピン 結合能の 痙攣に よ る変化
3． 各種抗け い れ ん剤 くP B， PH T， V P A， A O A A，
D ZPlに よ る両結合能 に 対す る影響は認 め られ な か っ
た．
4 ． バ ル ブ ロ ン 酸投与 に よる G A B A濃度の 増加は
遊離型 を主 と し，
一 方け い れ ん に よ る G A B A濃度の
増加は膜と結合 した型 で お こ っ て い る可能性が示 唆さ
れた．
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A bstracts
T he effe cts of age， Seizur e a nd a ntico n v uls a ntadmimistr ation o n ramin obutyric acidくG A B AJ
a nd be z odia z epin eくB ZPJbindings of the re spe ctive re c epto rs w er exa min ed in t he syn aptoso m al
membra ne prepar ed fr o m the br ain of t he co n vulsiv e EIstrain a nd t hat of t he age m atched
C O ntr Ol of d d Ystrain ． T he m em bra n efr a ctio n c o ntaining GA B Aa nd B Z Pr e cepto rsw a spre
－
Par ed by repe ated fr e ezl ng
－t ha w l ng and w ashing． Bindings of GA B Aand B Z Pr e c eptorsw e re
assayed u sing
3
H －G A B Aa nd
3
H －dia z epa m as r adiolabeued liga nd， reSPeCtively． T he s e re cepto r
bindings w er elo win the n e o n atal br ain a nd in c re ased wit hage u nti1 6w eeksofage． T here w as
n o signific a nt diffe re nc ein the o ntoge nic de v elopm e nt of the s etw o re cepto r sbetwee n Ela nd
dd Ymic e． In El mice， ho w e v e r， the seiz u c ed by throw l ng de c re as ed t he rec eptor binding of
GABA a nd in c r e ased that of B Z P 1 5 to 3 0min aftert he o nset ofs eiz u r eit hey returnedto the
bas al le v el by 6 0min ． Thisco n v ulsio n－indu c ed cha ngesin t hese re c epto rbindings w ere observed
alsoin Elmic e at t he age of6 w eeks， W he nt hey didnot yet respond to throwing stim ulation
Witho v ert co n vu1sio n
．
In c ontr a st， n O Signific a nt cha nges of rec eptor bindings to GABA and
B Z Pw er e n oted in d dy mic e s ubje cted to thr o w l ng． T he alte ratio nin binding of the s e r ec ptors
in Elmic e w a s su spe cted to e xist befo ret he s eiz u re－Su S C ePtible age of8 w e eks， and w aspote n
－
iated by s eizu r e． C ha nge s of re c epto rbindings to G A B Aa nd B Z P follo w l ng Seiz u re were as s o ci－
ated witha po sト ictal ris ein s eiz u r et hr e shold a nd， at the sa m etim e， endogen o us m em －
br an e－bo u nd GABA c o ntent w a sincr e a s ed． A cute admimistr atio n ofphe n oba rbitalく2 0 mglkgJ，
Phe nytonく50m glkgJ， V alproic a cidく2 5 0m glkgJ， a min o－ O Xya C etic acidく2 5mglkgJo rdia z epam く5
mgIkgJ produ c ed n o signific a nt cha nge in binding of t hes etw o r ecepto rs． Me mbran e－bou nd
GA B Ac o nte nt w a s als o u n cha nged bythe administratio n ofv alproic a cid． The ser e s ultsindicate
り1that ther eis no signinc a nt diffe r e n c e eit herin the dev elopm e ntalpro cess o rin a nu n stim u－
1ated state of the s etw o re c epto rbindings betw e e nEl and d d Y mic e，く2Jthat thr o wing－induced
S eizu reindu c es ade c r e a s ein the r e c epto rb inding of GABA a nd a nin c rea s eint hat of B Z P
， a nd
these cha nges exist befo r e r e a ching the s eizu re－ Su S C ePtib le age ， a ndく3Jt hat m e mbra n e－bo u nd
G A BA co nte nt isin c r e a s ed in a c c o rda n c ewit hthe cha nge sin binding of the s e r e c eptor s， S ugg9S
－
tinga nimpo rtantr ole ofe ndoge n o u sGA B Ain t hepo sトictalrisein seiz u ret hre shold．
